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関与した遺伝子を pooled RNA-seq を用いて網羅的に探索し同定することを目的
とした。 







った条件下で total RNA を抽出し、Illumina HiSeq 2000 を用いて pooled RNA-seq
を行った。 
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In a recent few decades, Drosophila albomicans has expanded their distribution from 
tropical zone to temperate zone. It has been reported that the current northernmost 
limit of D. albomicans distribution is west or central Japan. In previous studies, the 
variation of cold tolerance among D. albomicans strains was observed: the temperate 
zone population has a stronger cold temperature than the tropical population. This 
suggests that D. albomicans has expanded their distribution to temperate zone by 
adapting to the cooler climate. Therefore, I tried to identify genes responsible for the 
adaptation, using pooled RNA-Seq.  
The pooled RNA-Seq is a very challenging way by applying RNA Seq to a pool of many 
strains. Because it is very new, I should create pipeline for analyzing the data from a 
next generation sequencer. However, I could get information on gene expression and 
single nucleotide polymorphism (SNP) in exons at a population level in a cost-effective 
way. According to previous studies, it was found that cold tolerance of insect was 
enhanced by cold acclimation. It was reported that cold tolerance was enhanced by a 
cold acclimation at 20 ℃ for several days accompanied by changes in expression level 
of many genes in a strain of D. albomicans, but these changes have not been examined 
at a population level. 
In this study, the total RNA was extracted from cold-acclimated flies from three 
populations classified by location and time, i.e., from Southeast Asia (SEA), Japan in 
1991 (J-1991) and Japan in 2011 (J-2011). Using the transcriptome data obtained by 
pooled RNA-Seq by Illmina HiSeq2000 sequencer, I compared differences in gene 
expression levels and genetic variations at a genomic level among the populations. 
I calculated Fst, which is a measure of population differentiation due to genetic 
structure. As the result, I found that the genetic structure was different between SEA 
and the J-1991 and J-2011 populations, whereas genetic structure has not been 
differentiated between J-1991 and J-2011, compared to those and SEA. This indicates 
that in the west Japan population the genetic structure has not been changed during 
the last 20 years, suggesting that west Japan population has not been under strong 
natural selection to change the genetic structure of population. In addition, using 
Tajima’s D, I estimated that population size has been decreased during the distribution 
expansion to west Japan. 
I found that gene expression level was different in 22 genes between SEA and the west 
Japan population. Among these genes, three genes (Cyp12d1-1, CG13422 and CG11889) 
were included in the genes whose expression level was changed by cold acclimation 
according to Isobe (2014). So those three genes are candidates of the genes to be related 
to cold tolerance. To examine the effect of natural selection for the adaptation to cold 
environment, I computed nucleotide diversity, Waterson’s theta, and Tajima’s D for 
those candidate genes. All parameters indicate that J-1991 and J-2011 have lower 
genetic diversity than SEA, suggesting some effect of natural selection. However, the 
expected molecular functions of those genes are unlikely involved in cold tolerance 
directly and the observed expression changes of those genes are more likely attributed 
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要な表現型に変わっている（Colosimo et al. 2005）。これら表現型の違いは、EDA遺伝子
上流の転写調節領域における単一塩基多型（SNP）が原因となり遺伝子発現量が変わる
ことにより引き起こされ、自然選択によって集団内の頻度が変化したと考えられている




テングショウジョウバエ亜群 (Drosophila nasuta subgroup) に属するアカショウジョ
ウバエ (Drosophila albomicans) は、元々、東南アジアを中心とする熱帯に分布するショ
ウジョウバエ種である (Kitagawa et al. 1982)。しかし 1980年半ば以降、分布を北に拡大











25 ℃で生育したハエが 20 ℃に数日間さらされる低温順化により向上するということ
が明らかになっている（Isobe 2014）。低温順化は様々な昆虫でも報告されていること
から（Fields et al. 1998、Baust and Miller 1972）、アカショウジョウバエにおいても低温
順化は低温耐性に大きな役割を果たしていると考えられる。そこで低温順化したアカ
ショウジョウバエと低温順化していないアカショウジョウバエについて、それぞれ



























テングショウジョウバエ亜群 (Drosophila nasuta subgroup) に属するアカショウジョウ







ンからなる）の入った飼育ビン（直径 26 mm、高さ 103 mm）を用い、25 ℃で飼育し
た。pooled RNA-Seq に使用したアカショウジョウバエは全灯条件で飼育した。 
 
AGPCシリカゲル法による RNA抽出 
各集団から羽化後、1 週間の雄 1 個体ずつ新しい飼育ビンに移し、低温順化を行った
ものを用意し RNA の抽出を AGPC 法 (Chomczynski and Sacchi 1987) とシリカゲル法 
(Boom et al. 1990) を合わせた方法で行った。 
Solution D (4 M Guanidine Thiocyanate; 0.75 M Sodium Citrate; 0.5 % Sodium lauryl 







ながら、氷上で 5 分間整地し、DNA をシリカゲルに吸着させた。その後 12,000 rpm、
20 ℃、1分間遠心し、DNAを吸着したシリカゲルを沈殿させ、上清を別のチューブに
移した。上清に 2M Sodium Acetate (pH 4.0) 50 μl, Water-saturated Phenol 500 μl, Chloroform-
Isoamylalcohol (24:1) 100 μl を加え、ボルテックスを行い、氷上で 15 分間静置した。そ
の後 4 ℃、20 分間遠心し、上層を回収した。回収した液量に対して半分量の Ethanol、
シリカゲル懸濁液 10 μl を加え、よく混合した後、1 分ごとにボルテックスしながら 5
分間静置し、RNA をシリカゲルに吸着させた。その後 12,000 rpm、20 ℃、1 分間遠心
し、上清をアスピレーターで除去した。沈殿したシリカゲルにWash Buffer (10 mM Tris-
HCl (pH 7.5); 100 mM NaCl : Ethanol = 1:4) 500 μl を加え、ボルテックスにて混合、12,000 
rpm、20 ℃、30 秒間遠心、上清をアスピレーターで除去した。この操作をもう 2 回繰
り返し、Guanidine Thiocyanate の洗浄除去を行った。沈殿物を風乾し残留 Ethanol を除
去し、TE (10 mM Tris-HCl(pH 8.0); 0.1 mM EDTA) 50 μl を加え、ボルテックスで混合し、




次世代シークエンサーを用いた pooled RNA-Seq 
次世代シークエンサーを用いた pooled RNA-Seqは、2012年 12 月にタカラバイオ株式
会社によって行われた。タカラバイオ株式会社に「東南アジア集団」「1991 年西日本集
団」「2011 年西日本集団」のアカショウジョウバエから抽出した total RNA を送り、品

























ライブラリーの作製は、TruSeq RNA Sample Preparation V2 Kit（イルミナ社）を用い、
TurSeq RNA Sample Preparation V2 Guide Rev. C マニュアル（イルミナ社）に従い行われ
た。解析検体より、PolyA+ RNA が単離され、断片化が行われ、この RNA 断片を鋳型








Agilent 2100 Bioanalyzerを用いた検定 
作製されたシーケンスライブラリーの品質は Agilent 2100 Bioanalyzer を用いて測定さ
れた。なおライブラリーはアダプターが付加されているため、ピークサイズからアダプ












Lane3 については、Index 配列リードにおいて N を含むリードが多く確認されたため、






pooled RNA-Seqによる transcriptome解析および集団遺伝学的解析 
 
 
Quality controlおよび de novo コンティグの作製 
pooled RNA-Seqで得られた配列は fastqファイルでのクオリティ値が 20以上の配列の
みを使用した。それらの配列の集団をすべて 1つのファイルにまとめ、Trinity（Grabherr 
2011）により de novo アセンブリを行い、de novo コンティグを作製した。得られた各
de novo コンティグをクエリーとし、既に全ゲノム配列が明らかになっているキイロシ
ョウジョウバエの全タンパク質コード配列データに対してローカル BLAST ソフトウェ
ア（Shiryev et al. 2007）を用いてホモロジーサーチを行い、遺伝子のアノテーションを





PoPoolation2 (Kofler et al. 2011) のチュートリアルに従い以下の方法で集団分化の指数
である Fst を推定した。 
 Bowtie2 (Langmead and Salzberg 2014) を用い、de novo リファレンス配列に対し pooled 
RNA-Seq で得られた各リードを集団ごとにマップした。得られた sam ファイルを
SAMtools (Heng et al. 2009) によって bamファイルに変換し、mapping qualityが 20以下
のリードを除去した。その後 scaffold number および座標順で並び替えを行った。また
RNA-Seq特有の問題である遺伝子間の depth の違いを修正するため、マッピングされた
リードとまったく同じ重複リードを除去した。それらのファイルを二つずつ合成し、
mpileup ファイルとした。mpileup ファイルは PoPoolation2 を用い、sync ファイルとし
10 
 
た。sync ファイルを PoPoolation2 によって、SNP ごとの Fstを集団ごとに計算した。ま
た集団ごとの対立遺伝子頻度も計算した。 





de novo リファレンス配列をクエリーにし、アカショウジョウバエのドラフトゲノム 
(Nozawa, 未発表) に対してローカルBLASTソフトウェアを用いてホモロジーサーチを
行った。その結果からドラフトゲノム内の遺伝子の位置情報を得た。また Chang et al. 




集団ごとの遺伝子発現量は edgeR ver3.8.6（Robinson et al. 2009）を用いて計算した。de 
novo リファレンス配列に対して Bowtie2 を用い集団ごとに得られた pooled RNA-Seq の
各リードをマッピングした。異なる場所に 2 回以上マップされたリードがあった場合も
除去をせずに解析に使用した。出力された samファイルは SAMtoolsを用いて bamファ
イルに変換し、遺伝子ごとにソートしたのち、mapping quality 20 以上のリードのみを解
析に用いた。その後 eXpress（Forster et al. 2013）を用いて de novo リファレンス配列に
マップされたリード数を求めた。1991年西日本集団と 2011年西日本集団は 2回の独立
試行とし、リード数をもとに edgeRを使い、東南アジア集団と西日本集団の 2集団間の
遺伝子発現量差を定量した。発現量変化の P-value を FDR (False Discovery Rate) で補正




GATK（McKenna et al. 2013）に含まれる haplotypecaller を用いて、de novoリファレン
ス配列にマップされたリードから単一塩基多型（SNP）を同定し VCF ファイルで出力
した。VCF ファイルから集団内多様性を比較した。方法は GATK の web ページにある
マニュアル(https://www.broadinstitute.org/gatk/)に準拠した。 
全てのリードをまとめ作製した de novo リファレンス配列に 3集団それぞれから得ら
れたリードを Bowtie2によりマッピングした。Picard（Wysoker et al. 2013）により重複
リードを除去したのち GATK haplotypecaller を用いて SNP を同定した。その際 SNP の
qualityは q10以上の変異を SNPとして特定した。また挿入・欠失 (indel) は今回の解析
では用いていない。各遺伝子内の SNP 数および集団内の頻度から塩基性多様度(π: Nei 
and Tajima 1981) および塩基多型度(θ: Watterson 1975) を計算した。また解析には塩基置
換に対する機能的制約が小さいと考えられるコドンの第 3 座位のみを用いた。その際、
集団内の染色体数は 40とし、それによって得られた頻度から塩基性多様度は計算した。




GATKの haplotypecallerによって推定した πおよび θから Tajima’s Dを推定した。RNA-
Seq による SNP 同定は集団内のレアアリルを見逃しやすいという傾向があるため、本
研究では Tajima’s D’ として定義している。また解析には塩基置換に対する機能的制約
が小さいと考えられるコドンの第 3座位のみを用い、アカショウジョウバエ各集団の動
態を推定した。Rを用い、集団ごとの Tajima’s D’ 分布を boxplotで示した。 
同様に pooled RNA-Seq によって集団間で発現量の差が見られた遺伝子についても









114,110,725 リード（各リード 100 bp）を取得した。塩基クオリティが q20以上の部位の
みを用い、de novo アセンブリを行い、集団ごとに de novo リファレンス配列を作製し
た。解析には Trinityによって出力された transcript contigを使用した（表 1）。これらの





ドラフトゲノム配列（Nozawa 未発表）に pooled RNA-Seqからアノテーションされた
遺伝子の塩基配列をマッピングし、ドラフトゲノムの各 scaffold の染色体上の位置を予
測した。その結果、各 scaffold に含まれるほぼ全ての遺伝子は、同一の Muller’s element
由来ということがわかった。例えば、Scaffold001 にマップされた遺伝子の大部分が
Muller’s element C または D にマップされた。Chang et al. (2008) によると、Muller’s 
element C および Dはアカショウジョウバエの第 3染色体に含まれるため、これらの遺
伝子は第 3 染色体上に存在していると推定された。同様に、Scaffold002、Scaffold006、
はX染色体由来、Scaffold004、Scafflod005は第 2染色体右腕由来、Scaffold003、Scaffold007
は第 2染色体左腕由来であると推定された。各 scaffold について推定された染色体上の







PoPoolation2を用い、単一塩基多型（SNP）の検出を行い、SNPごとに集団間の Fst (Wright 







Tajima’s D’ を計算した。第 3座位に SNPが見られなかった遺伝子は解析から除外した。
Tajima’s D’ の分布を箱ひげ図によって集団ごとに示した（図 5）。その結果、1991年西









Bowtie2を用い、各リードを de novo リファレンス配列に対しマッピングし samファイ
ルとして出力した。それらのマッピング結果は表 3に示す。異なる場所に 1回以上マッ
プされたリードについては全ての場所にマップされたものとして除去せずに解析に使
用した。得られた samファイルを bamファイルに変換し、遺伝子ごとに sort を行った。






の比較を行った。Fst の解析によって 1991 年西日本集団と 2011 年西日本集団の間の集
団分化は小さいことが分かったので、両集団をプールして東南アジア集団と西日本集団
の 2 集団間で遺伝子発現量の比較を行った(図 6)。比較に用いる遺伝子数が非常に多い
ため、集団間遺伝子発現量差の P-value を BH法 (Benjamini and Hochberg 1995) による
FDR (False Discovery Rate) の調整を行った。本研究では FDR < 0.1の遺伝子を集団間遺
伝子発現量差がある遺伝子とした。その結果、22 遺伝子の発現量が 2 集団間で有意に
異なっていた（表 6）。得られた 22遺伝子の中、低温順化の有無で発現量の変化が見ら









得られた pooled RNA-Seq データから集団ごとに各遺伝子の塩基多型度(θ) 、塩基多様
度(π)を計算した。それらの分布を箱ひげ図に示した（図 7）。また pooled RNA Seq によ
るSNPの同定は次世代シークエンサー特有の問題でレアなアリルを発見しそこなうが、
Sanger 法による SNP 頻度との相関はあることが分かっている（付図 1）。その結果、東
南アジア集団に比べ 1991 年西日本集団と 2011 年西日本集団は π、θ ともに平均して低
くなっていることがわかった。 
そこで低温耐性関連候補遺伝子コドン第 3座位を用いた θを比較することによって自
然選択の検出を試みた。cyp12d1-d (θSEA = 0.026,θJ1991 = 0.025,θJ2011 = 0.009)、CG13422 (θSEA 
= 0.008,θJ1991 = 0,θJ2011 = 0.004)、CG11889 (θSEA = 0.012,θJ1991 = 0.003,θJ2011 = 0.003)となった。




πSEA = 0.036, πJ1991 = 0.024, πJ2011 = 0.009、CG13422：πSEA = 0.01, πJ1991 = 0, πJ2011 = 0.003、
CG11889 ：πSEA = 0.020, πJ1991 = 0.001, πJ2011 = 0.001 となっていた。全遺伝子の平均（πSEA 
= 0.016, πJ1991 = 0.010, πJ2011 = 0.009）と比較すると、θと同じように東南アジアに比べ日
本集団の πが低い傾向にあった（図 8）。 
 
低温耐性関連候補遺伝子の Tajima’s D 
低温耐性関連候補遺伝子について Tajima’s D’ を求めたところ、Cyp12d1-d ：D’SEA = 
1.439, D’J1991 = -0.143, D’J2011 = 0.355、CG13422：D’SEA = 1.222, D’J1991 = 0 (SNP 無し), D’J2011 
16 
 











ら 20単一雌由来系統のハエを用いて pooled RNA-Seqを行い、低温耐性関連遺伝子の同
定を試みた。アカショウジョウバエは非モデル生物であるため、全ゲノム配列データが
まだ得られていない。そこで RNA-Seq で得られたリードを用いて de novo アセンブリ
を行い、遺伝子発現量の解析および exon の SNP 解析のための配列データを取得した。












アカショウジョウバエのドラフトゲノム配列 (Nozawa 未発表) を用いて得られた遺
伝子の染色体上の位置を確定することを試みた。その結果、各 scaffold 上に見つかった











本研究では、pooled RNA-Seq データから遺伝子発現量およびエクソンの SNP 情報を
得た。エクソンの SNP 情報を得る際、遺伝子間でマッピングされたリード数 (depth) の
大きな差が見られた。既存の解析プログラムはゲノム DNAの pooled-Seqデータを想定
しているため、集団間で depth に大きな差がある領域は解析に使えない。また depth が
浅い領域は、シークエンスエラーと SNP を単純な頻度から求めることが困難である。
そこで本研究の解析においては、マッピングされたリードの中に完全に同一なリードが
ある場合、それらは PCR による増幅産物であると判断し、重複を除去した。GATK な
どの SNP 解析ソフトにおいてもこの操作を求められることが多い。この操作を行うこ
とにより集団間で depth差が大きかった領域についても解析を行うことができた。また、
SNP解析に用いた PoPoolation2 は SNPサイトの判断に quality value を利用しないため、
depthが浅いサイトでは SNPとシーケンシングエラーの区別が不正確で、そのようなサ
イトは解析から除外せざるを得なかった。そこで quality value も考慮に入れるより高度

































集団間で差が見られた。それらを BH法によって FDR < 0.1に調整した結果、22遺伝子
のみ有意な差となった。本研究においては、その中から Isobe (2014) により台湾系統に
おいて低温順化によって発現量が変化することが分かった遺伝子群を見つけることに
より、低温耐性関連遺伝子を探索することを試みた。そのため、一般によく使われてい
る FDR < 0.05よりも基準を甘く設定した。FDR < 0.05に設定した場合、集団間で発現
量に差が見られた遺伝子数は 14 遺伝子となったが、その中で低温順化によって発現量







さまざまな研究（Calderon 2009, Addo-Bediako 2002）において低温耐性との関係が示唆
されている糖新生を含む代謝に関与する遺伝子は、集団間で発現量差のある遺伝子とし
て発見できなかった。アカショウジョウバエの低温耐性は、低温順化による遺伝子発現










子発現量の差を pooled RNA-Seq により集団レベルで網羅的に比較すれば、より有力な
低温耐性関連候補遺伝子を発見できたかもしれない。 
集団間で発現量に差が見られた遺伝子の中、2遺伝子は低温順化によって発現量が変
化する遺伝子の中に含まれていた。その内の 1 遺伝子、Cyp12d1-d は、主に DDT など
の薬害耐性に関わる遺伝子として知られている（Festucci-Buselli et al. 2005）。もう一つ
の遺伝子、CG13422 は、GNBP-like3 と相同でグラム陰性菌に特異的に結合するタンパ
クをコードしている。この遺伝子は主に細菌などの感染によって発現が促進することが
知られている（Gregorio et al. 2001）。どちらの遺伝子も先行研究においては、遺伝子発
現量の変化と低温ストレス応答に関する直接的な関係は見つからなかった(Festucci-
Buselli et al. 2005, Gregorio et al. 2001) 。しかし、何らかのストレスに応答し発現量が変





知られている（Sinclair et al. 2013）。実際、キイロショウジョウバエにおいて低温ストレ











なうことが報告されている（Konczal et al. 2014）。またシークエンスされる配列は mRNA
由来のものなので、アレル頻度はその発現量に依存する。そのため本研究で推定した
Tajima’s Dはバイアスしていると考えられる。そこで本研究で得られた Tajima’s Dは、
Tajima’s D’ と表記することにした。しかし、全ての集団について同じ条件で配列決定し







て Tajima’s D’ の分布が正の方向にずれていたことは、アカショウジョウバエの分布拡
大に伴い西日本集団の集団サイズが減少した可能性を示唆するものと考えられる。しか












えられる。そこで 20年後に採集された 2011 年西日本集団を比較対象に用い、西日本地
域で継続的に働いてきた自然選択の効果を検出しようと試みた。 














性を有するものがいる (Isobe et al. 2013)。このことは台湾集団内には低温耐性のスタン
ディングバリエーションが存在しており、その中の低温耐性が強い個体が日本へ進出す
ることで西日本集団を形成した可能性がある。スタンディングバリエーションに自然選
択が働く場合、selective sweep の痕跡は観察されにくいことが報告されているため 


















ジョウバエの pooled RNA-Seq のみを行っているため、得られた候補遺伝子は実際に集
団レベルで低温順化により発現量が変化する遺伝子かどうかはわからない。今後、低温
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表 1 Trinityの出力結果 
Counts of transcripts, etc  
Total no. of trinity ‘genes’ 41,235 
Total no.of trinity transcripts 51,310 
Percent GC 43.68 
Stats based on ALL transcript contigs 
Contig N10 2,524 
Contig N20 1,795 
Contig N30 1,379 
Contig N40 1,070 
Contig N50 836 
 
Median contig length 394 
Average contig length 614.02 
Total assembled bases 31,505,448 
  
Stats based on ONLY LONGEST ISOFORM per ‘GENE’  
Contig N10 2,310 
Contig N20 1,644 
Contig N30 1,263 
Contig N40 969 
Contig N50 753 
  
Median contig length 371 
Average contig length 572.66 






表 2 Mullar’s elementに基づく各 scaffoldの染色体上の位置予測 
scaffold number 染色体名 Muller’s element 
Scaffold001 Neo-sex染色体（第 3染色体） C or D 
Scaffold002 Neo-sex染色体（X染色体） A 
Scaffold003 第 2染色体右腕 E 
Scaffold004 第 2染色体左腕 B 
Scaffold005 第 2染色体左腕 B 
Scaffold006 Neo-sex染色体（X染色体） A 
Scaffold007 第 2染色体右腕 E 
Scaffold008 第 2染色体左腕 B 
Scaffold009 第 2染色体右腕 E 
Scaffold010 第 2染色体右腕 E 
Scaffold011 第 2染色体左腕 B 
Scaffold012 不明 不明 
Scaffold013 Neo-sex染色体（第 3染色体） C or D 
Scaffold014 第 2染色体左腕 B 







表 3a 東南アジア集団に比べ西日本集団で遺伝子発現量が増加していた遺伝子 
Gene name Fold Change Molecular Function 
CG14300 119.4 chitin binding 
CG13422 26.0 carbohydrate binding 
Lcp65Ac 48.5 structural constituent of chitin-based cuticle 
Cyp6d5 17.1 electron carrier activity 
Cyp12d1-d 12.1 electron carrier activity 
CG34291 9.2 unknown 
CG5999 8.0 glucuronosyltransferase activity 
CG9360 7.5 oxidoreductase activity 
CG14245 8.0 chitin binding 
CG6188 7.0 glycine N-methyltransferase activity 
GstD1 7.0 glutathione transferase activity 
RanBPM 8.0 Ran GTPase binding 
CG14565 6.5 unknown 
 
表 3b 西日本集団に比べ東南アジア集団で遺伝子発現量が増加していた遺伝子 
Gene name Fold Change Molecular Function 
CG10814 17.1 gamma-butyrobetaine dioxygenase activity 
CG42329 22.6 transferase activity 
CG3259 10.6 microtubule binding 
GstE8 12.1 glutathione transferase activity 
CG31105 10.6 sodium channel activity 
CG4998 4.9 serine-type endopeptidase activity 
TrpA1 4.6 ligand-gated ion channel activity 
Lac 4.3 protein homodimerization activity 






表 4 Bowtie2によるマッピング結果 
 東南アジア集団 1991年西日本集団 2011年西日本集団 
Total read 73,845,013 73,565,304 61,372,121 
Aligned 0 times 32,867,248 36,870,700 28,612,366 
Aligned exactly 1time 40,116,988 36,139,349 32,199,921 














図 2a pooled RNA-Seq に用いたアカショウジョウバエの採集地点(東南アジア集団, SEA) 






表 2b pooled RNA-Seq に用いたアカショウジョウバエの採集地点(1991年西日本集団,  
J-1991) 




































図 3 キイロショウジョウバエおよびアカショウジョウバエの染色体構造の模式図 
キイロショウジョウバエとアカショウジョウバエの染色体は異なる Muller’s elementが結合して形成されていることが知られている。アカ
ショウジョウバエでは第 3 染色体と性染色体が融合した neo-sex染色体が存在する。（Chang et al. 2008 に基づく） 
 
Muller‘s element A 
Muller’s element B 
Muller‘s element C 
Muller’s element D 











図 4 各集団における SNP の Fst分布 
SNP 数が多く、外れ値も多いため外れ値は除外している。SEA：東南アジア集団、J-1991：1991年西日本集団、J-2011：2011年西日本集




図 5 8,540遺伝子における Tajima’s D’の分布 























図 6 東南アジア集団と西日本集団の 8,540遺伝子の発現量のMAプロット 


























図 8 低温耐性関連候補遺伝子および 8,540遺伝子平均の θおよび π 




















図 9 低温耐性関連候補遺伝子における Tajima’s D’の値 





付表 1a pooled RNA-Seqに使用したアカショウジョウバエ系統の採集地（東南アジア集団） 
採集場所 採集年 系統名 
東南アジア タイ 北部 チアンマイ 1977 CNX2 
     CNX29 
     CNX33 
    1982 CM5 
     CM130 
   ナコーンナーヨック 1977 NN4 
     NN24 
     NN52 
 マレーシア 西マレーシア ペナン島 1979 Y53 
     Y57 
     Y67 
   クアラルンプール 1979 X3 
     X13 
     X86 
 ミャンマー 北西 シュウェボー 1982 SWB101 
     SWB102 
     SWB103 
  中央 メイミョー 1982 MMY1 
     MMY2 





付表 1b  pooled RNA-Seqに使用したアカショウジョウバエ系統の採集地（1991年西日本集団） 
 採集場所 採集年 系統名 
東アジア 日本 近畿 紀伊勝浦 1991 KKU202 
     KKU204 
     KKU207 
     KKU210 
   兵庫 1991 SUM531 
     SUM601 
     SUM612 
     SUM616 
  中国 広島 1991 HRS402 
     HRS421 
     HRS423 
     HRS435 
  四国 高松 1990 TAK401 
     TAK412 
     TAK416 
     TAK418 
  九州 熊本 1990 KMT21 
     KMT402 
     KMT412 





付表 1c  pooled RNA-Seqに使用したアカショウジョウバエ系統の採集地（2011年西日本集団） 
  採集場所 採集年 系統名 
東アジア 日本 中部 名古屋 2011 NGO2011-1 
     NGO2011-2 
     NGO2011-3 
     NGO2011-4 
     NGO2011-6 
  近畿 京都 2011 ITM2011-1 
     ITM2011-2 
     ITM2011-3 
     ITM2011-10 
     ITM2011-11 
   兵庫 2011 UKB2011-1 
  四国 松山 2011 MYJ2011-1 
     MYJ2011-2 
     MYJ2011-3 
     MYJ2011-4 
     MYJ2011-5 
   徳島 2011 TKS2011-1 
     TKS2011-2 
     TKS2011-4 
     TKS2011-5 
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付表 2 pooled RNA-Seq 解析に用いた各プログラムのコマンド 
プログラム コマンド 
Trinity --seqType fa --JM 20G --single <input fas.file> --output <mame.out> --CPU6 
Bowtie2 -x <index_file> -f <input_file> -N 1 -S <output.sam> 
SAMtools view -q 20 –bS output.sam > <output_q20.bam> 
sort <output_q20.bam> <output_q20_sort> 
mpileup –B < output_q20_sort_remove > < output_q20_sort_remove> > <output.mpilep> 
Picard java -jar MarkDuplicates.jar ASSUME_SORTED=true REMOVE_DUPLICATES=true 
INPUT= output_q20_sort.bam OUTPUT=<output_q20_sort_remove> 
METRICS_FILE=duplicate 
PoPoolation2 java -ea -Xmx150g  --jar mpileup2sync.jar --input <output.mpilep> --output <output.sync> 
--fastq-type illumina --min-qual 5 --threads 12 
perl snp-frequency-diff.pl --input <output.sync> --output-prefix <output> --min-count 4 --
min-coverage 20 --max-coverage 500 
perl fst-sliding.pl --input <output.sync> --output <output.fst> --suppress-noninformative --
min-count 4 --min-coverage 20 --max-coverage 500 --min-coverd-fraction 1 --window-size 1 
--pool-size 40 
GATK java -Xmx150G -jar GenomeAnalysisTK.jar -T HaplotypeCaller -R <reference.fa> -I 
<output_q20_sort_remove.bam>  -ploidy 40 -stand_call_conf 10 –stand_emit_conf 30 -ncf 
12 –o <output.vfc> 
全てのプログラムは Ubuntu ver. 12.04上で使用した。 
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Lip3 1 13 8.51 
Jon25Bi 11 80 7.24 
CG17374 3 17 6.46 
Jon25Biii 10 65 6.28 
Jhe 4 24 6.18 
CG8952 19 116 6.08 
Pepck 95 562 5.93 
Jon99Cii 12 71 5.76 
CG11796 80 427 5.31 
Jon66Cii 26 135 5.11 
CG16758 28 145 5.10 
CG11796 33 165 5.01 
CG42269 1  3  5.00  
CG6295 35  173  4.94  
CG5150 5  24  4.70  
CG6271 10  47  4.67  
CG12116 11  49  4.43  
Jon44E 4  19  4.39  
Acp1 3  12  4.02  
CG12374 92  354  3.86  
Prx2540-2 38  145  3.79  
CG7916 67  248  3.70  
LysD 10  34  3.44  
kni 4  13  3.26  
CG4734 5  16  3.18  
CG4847 166  525  3.17  
Jon99Fi 11  35  3.16  
Sirup 25  79  3.14  
CG1544 3  9  3.11  
CG8997 144  437  3.03  
CG1887 3  10  3.01  
CG6910 89  262  2.93  
Sdr 10  30  2.89  
Npc2d 27  78  2.86  
CG4020-PA 16  44  2.72  
ste24c-PA 4  12  2.71  
Jon65Aiv-PA 248  671  2.71  
Cht9-PA 13  35  2.70  
CG16758-PF 112  296  2.65  
Amyrel-PA 20  53  2.64  
SpdS-PA 16  41  2.64  
aay-PA 70  184  2.64  
Jheh1-PA 34  88  2.63  
CG6839-PA 5  14  2.62  
Oat-PA 30  77  2.60  
CG1544-PA 5  13  2.57  
LysC-PA 3  7  2.57  
Cyp12d1-p-PA 30  77  2.55  
U3-55K-PA 4  11  2.55  
Tk-PA 24  61  2.54  











alpha-Est2 103  18  0.17  
CG14153 23  5  0.22  
Lsp2 11  3  0.23  
CG6426 98  24  0.25  
CG11889 66  17  0.26  
tim-PJ 63  17  0.26  
Gld 13  3  0.27  
CG14191 290  80  0.28  
CG11878 172  51  0.30  
Mtk 24  7  0.30  
CG16762 106  33  0.31  
CG5172 42  13  0.32  
eloF-PA 30  10  0.34  
CG10513-PB 105  37  0.35  
tim-PK 106  37  0.35  
prc-PB 8  3  0.35  
CG30280-PB 10  4  0.36  
tim-PE 47  17  0.37  
CG30281-PA 185  71  0.38  
CG30280-PC 25  9  0.39  
CG14963-PA 45  17  0.39  
CG13422-PA 350  138  0.39  






付図 1 pooled RNA Seqとサンガー法の比較 
 pooled RNA Seq とサンガー法による SNP 同定の比較。pooled RNA Seqは GATKで出
力された VCFファイルから同定された SNP を自作の javaプログラムから計算した。
Sanger法は ABI3130seqencerによって出力された配列データからMEGA6（Tamura et al. 
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